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1. Introduzione 
Negli ultimi anni il ricorso ad interventi di chirurgia plastica al seno, ha subito un 
incremento esponenziale, sia ai fini estetici che ricostruttivi. La principale complicazione 
a seguito di tali interventi è dovuta alla colonizzazione batterica della protesi mammaria 
con conseguente infezione del sito interessato. Una volta diagnosticata l’infezione la sola 
terapia possibile prevede la rimozione dell’impianto seguita da un trattamento antibiotico. 
Le pazienti che si sono sottoposte a tali interventi, in questo studio, hanno subito una 
ricostruzione mammaria a seguito di una mastectomia e sono risultate affette da carcinoma 
mammario, un tumore maligno che in Italia conta oltre 47000 casi diagnosticati [1]. 
Nell’era moderna il trattamento previsto include la sinergia tra chirurgia e radioterapia. 
Un’operazione demolitiva come la mastectomia possiede ripercussioni psicologiche 
importanti per la paziente, al fine di minimizzarle, tutte le donne che hanno affrontato tale 
intervento sono possibili candidate per una ricostruzione mammaria. Questa ricostruzione 
può essere effettuata con materiale autologo o più spesso con l’uso di protesi in silicone. 
Ogni qual volta un dispositivo viene introdotto all’interno dell’organismo, la sua 
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cellule dell’ospite con la formazione di un tessuto di granulazione [2]. È noto che i 
microrganismi sono in grado di competere con tali cellule per la colonizzazione delle 
superfici. La flora cutanea del seno conta la colonizzazione di vari commensali tra cui: 
Pseudomonas, Staphylococcus, Candida, Prevotella ed altri. L’ipotesi che coinvolge la 
flora cutanea come primaria contaminante di questi siti è la più verosimile. Tali dispositivi 
protesici offrono una superficie di crescita ideale in particolar modo per gli 
Staphylococcus. Per ridurre la possibilità di infezione è stato dimostrato come una terapia 
profilattica antibiotica (mitomicina-c) possa essere un efficace aiuto a prevenirne alcuni 
tipi [3].  
Tuttavia le infezioni da Staphylococcus rappresentano una complicazione ancora di 
difficile eradicazione. È risaputo come questi batteri siano tra le principali cause di 
infezioni nosocomiali dalla patogenicità estremamente variabile. Le infezioni da loro 
causate spaziano da forme scarsamente rilevanti quali quelle della pelle fino a quelle più 
gravi e spesso fatali come la setticemia. Appartengono alla famiglia delle 
Staphylococcaceae ed il loro nome deriva dal greco: “Staphyle” ovvero “a grappolo” e 
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sferici che tendono a crescere raggruppati. Sono gram-positivi, immobili in quanto 
sprovvisti di ciglia o flagelli, aerobi o anaerobi facoltativi, mesofili, fortemente alo 
tolleranti e lipolitici. Si differenziano dagli altri cocchi gram-positivi per la loro capacità 
di produrre l’enzima catalasi, risultando così catalasi-positivi. Il genere Staphylococcus 
comprende allo stato attuale 47 specie, delle quali la maggior parte si trovano come 
commensali di cute e mucose dei mammiferi. Alcune altre sono saprofite ed altre ancora 
risultano essere opportuniste patogene per l’uomo e per gli animali. 
Le specie di maggiore interesse clinico sono: Staphylococcus aureus e Staphylococcus 
epidermidis [4].  
Nell’ambito dello studio sono stati isolati anche: Staphylococcus warneri, Staphylococcus 
hominis, Staphylococcus capitis, Staphylococcus haemoliticous e Staphylococcus pasteuri. 
 
1.1 Staphylococcus aureus 
È uno dei più comuni patogeni opportunisti nell’uomo ed il principale responsabile delle 
infezioni nosocomiali e acquisite in comunità. L’essere umano rappresenta un serbatoio 
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della porzione anteriore del naso e della faringe. In questi contesti tali batteri instaurano 
un rapporto simbiotico con l’ospite. Tuttavia, è dimostrato, che una semplice alterazione 
della barriera difensiva cutanea può rappresentare un’opportunità per questi batteri di 
penetrare nell’ospite e acquisire il ruolo di patogeni [5]. 
Le capacità di infezione degli S. aureus sono legate alla produzione e all’azione di 
particolari esotossine che hanno generalmente carattere suppurativo e creano infezioni 
differenti per sede e gravità avendo un raggio di azione su praticamente ogni organo e 
apparato dell’ospite. I distretti corporei più frequentemente interessati sono la cute con le 
sue ghiandole e i tessuti sottocutanei, ma possono anche avere localizzazioni ascessuali 
più profonde o dare specifiche infezioni d’organo quali: endocarditi, polmoniti ecc. è 
inoltre risaputo che siano la principale causa di infezione di ferite chirurgiche [6]. 








Giulia Ganau, Studio della virulenza di Staphylococcus spp isolati da protesi mammarie, Tesi di 
dottorato in microbiologia, Università degli studi di Sassari 
1.2 Staphylococcus epidermidis 
Questi batteri sono i più comunemente isolati come commensali cutanei ma 
occasionalmente possono comportarsi come patogeni opportunisti soprattutto a livello 
ospedaliero. Si tratta di una specie di Staphylococcus coagulasi negativa, caratterizzata 
dunque dall’assenza della produzione dell’enzima coagulasi. Tali batteri risultano essere 
tra i maggiori responsabili di colonizzazione ed infezione di dispositivi chirurgici dopo 
l’impianto nell’ospite, quali protesi valvolari cardiache e protesi auricolari. La 
straordinaria capacità di aderire e prolificare sulle superfici protesiche è dovuta alla 
capacità di produrre biofilm. Di norma il quadro infettivo che segue un’infezione di una 
protesi può rimanere asintomatico per mesi, addirittura anni e presentarsi solo con un 
leggero fastidio a livello della protesi. Nei casi più severi si può andare incontro a 
setticemia con metastasi infettive ad altri organi. La terapia antibiotica di tali infezioni è 
sempre complicata in quanto sono difficilmente eradicabili e quasi sempre portano alla 
necessità di rimuovere la protesi stessa, inoltre gli S. epidermidis risultano avere un ampio 
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1.3 Biofilm 
Uno degli aspetti più importanti della patogenesi delle infezioni associate a dispositivi 
protesici è la colonizzazione microbica delle superfici e la capacità di tali microbi di 
produrre biofilm [7]. 
Il biofilm è un agglomerato multicellulare di microorganismi capace di aderire a superfici 
inerti che ne permette la sopravvivenza nell’ospite. La sua architettura è alla base delle sue 
capacità di resistenza agli antibiotici e alle cellule del sistema immunitario [8].  
Il biofilm è una struttura composta da micro colonie batteriche che crescono in forma 
sessile immerse in una matrice esopolisaccaridica prodotta da loro stessi, chiamata slime. 
È dimostrato che in condizioni di stress o quando hanno necessità di difendersi dall’azione 
delle cellule immunitarie alcuni batteri siano maggiormente spinti a produrre tali strutture 
[9;10].  
Lo slime è costituito da un complesso glicoconiugato contenente il 10% di proteine e di 
monosaccaridi quali mannosio, galattosio, glucosio e ribosio. 
La formazione del biofilm segue fasi ben specifiche: a) adsorbimento microbico 
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da: forze chimico-fisiche non specifiche (interazioni elettrostatiche, forze di Van der 
Waals, legami idrofobici, ecc.), l'adesina capsulare (PS/A) ed una o più proteine di 
superficie; b) adesione irreversibile, che si manifesta dopo pochi minuti dall’impianto 
protesico; c) crescita microbica con produzione di un polisaccaride fondamentale: 
esopolisaccaride intracellulare di adesione (PIA) che avviene in tempi dell’ordine di 12-48 
ore; d) una maturazione, che prevede la comunicazione intracellulare mediata da molecole 
segnale diffusibili (quorum sensing) con completamento della struttura del biofilm che può 
durare anche lungo tempo; e) dispersione, ovvero alcune cellule assumono una forma 
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Fig. 1: Fasi della formazione del biofilm 
 
L’intero processo di produzione è codificato da diversi geni che vanno a regolare tutta la 
formazione del biofilm. L’espressione dei geni coinvolti nella produzione del biofilm varia 
a seconda delle condizioni interne ed esterne del biofilm stesso.  L’operone icaA ad 
esempio codifica per la produzione del PIA e la sua presenza nel genoma degli S. 
epidermidis è stata spesso suggerita come un marker molecolare d’infettività, utile per 
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un’alta incidenza più del 50% S. epidermidis positivi ad icaA sono stati identificati come 
responsabili di degenza nei reparti di terapia intensiva [12]. 
La tendenza osservata dell'operone ica negli isolati clinici di S. aureus è risultata del 100% 
[13], questi dati suggeriscono che la presenza dell'operone ica negli Staphylococcus clinici 
e isolati da infezioni dispositivo-collegate possa innescare la formazione del biofilm e il 
suo studio è divenuto di fondamentale importanza.  
 
 
Fig. 2 ica locus. 
 
Un'altra sequenza di interesse è quella degli elementi trasponibili IS256 e IS257, questi 
sono risultati essere presenti in numerose copie all’interno del genoma di tali batteri. IS256 
sembra avere, quando presente all’interno dell’operone ica, la capacità di influenzarne 
l’espressione, mentre la presenza di IS257 ne interrompe la trascrizione [14;15].  
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Un altro gene studiato in questo studio è kdp che codifica per una proteina di resistenza 
osmotica e risulta fortemente up-regolato sotto stress dato dall’aggiunta crescente di NaCl. 
Il gene bhp, invece, codifica per una bap-like protein, (cell wall associated biofilm protein) 
fondamentale per la formazione del biofilm e che sembra supplire alla mancanza del gene 
icaA quando non espresso [18]. 
Il gene agrD fa parte del locus-agr e codifica per il quorum sensig, esso infatti lega e attiva 
il recettore per l’istidina chinasi e risulta responsabile della regolazione di molti geni di 
virulenza [19]. Nella “comunità” dei batteri vengono emessi costantemente dei segnali 
chimici, molecole di piccole dimensioni simili agli anticorpi, detti autoinduttori. Queste 
molecole si accumulano al di fuori delle singole cellule microbiche, ma finché la carica 
microbica è bassa tali molecole non hanno alcun tipo di effetto. Quando invece tale 
popolazione si accresce e supera un certo livello cioè un certo quorum, le molecole che si 
sono accumulate possono innescare una serie di eventi che si succedono per lo più con 
effetto “a cascata” determinando qualche reazione o qualche effetto. Questo sistema di 
comunicazione è chiamato, quorum sensing.  Il quorum sensing, è dunque un sistema 
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mettere in atto attività coordinate, una capacità che un tempo si riteneva propria soltanto 
degli esseri viventi più evoluti. Con il quorum sensing all’interno della loro popolazione, i 
batteri, possono modulare la manifestazione di determinate caratteristiche fenotipiche 
rispetto ad altre secondo le necessità, ad esempio la produzione compatta di tutta la 
popolazione del biofilm. Sappiamo che i batteri comunicano fra di loro sintetizzando e 
liberando nel mezzo dei messaggi di tipo chimico costituiti da specifici composti. I più 
conosciuti sono ad esempio gli AHL ossia gli acil-omoserina-lattoni. I gram-positivi 
sfruttano come molecola di trasmissione del segnale un oligopeptide di origine ribosomiale 
chiamato peptide autoinduttore (AIP o “peptide feromone”). Risulta quindi importante il 
conoscere i meccanismi che regolano la comunicazione tra i singoli componenti di una 
popolazione microbica immersa in un biofilm, in quanto questo può permetterci di tenerla 
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1.4 Dispositivi medici 
Ogni qual volta un dispositivo protesico viene inserito all’interno del corpo è necessario 
che le cellule dell’ospite ne colonizzino completamente la sua superficie con la formazione 
di un tessuto di granulazione, per garantirne una completa biointegrazione, ma è risaputo 
che i microrganismi competano per la colonizzazione delle medesime superfici [21].  
I meccanismi di infezione collegati a protesi articolari o ortopediche in genere sono le 
meglio conosciute in quanto le più studiate. È presente infatti una bibliografia piuttosto 
cospicua su tali infezioni, risulta invece molto scarsa quella sulle infezioni collegate 
all’impianto di protesi mammarie. Questa procedura chirurgica prevede in primo luogo, 
l’inserzione di un espansore in materiale alloplastico che viene posizionato in un’apposita 
tasca che può essere ricavata a seconda delle scelte del chirurgo, al di sotto dello strato di 
grasso (Fig 3 A) oppure subito al di sotto della ghiandola (Fig 3 B)  oppure ancora, quella 
esteticamente e troficamente preferibile al di sotto del muscolo pettorale (Fig 3 C); qualora 
il muscolo non presenti un trofismo adeguato, è possibile utilizzare come tessuto di 
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prevede poi sedute di riempimento fino al raggiungimento della dimensione desiderata alla 






Fig 3 Rappresentazione delle tasche chirurgiche per l’alloggiamento di protesi mammarie.  
 
Esistono ad oggi in commercio diversi tipi di impianti protesici mammari ma i più usati 
sono due: quelle con soluzione salina, ovvero dotate di un involucro in silicone riempito 
poi di soluzione salina sterile, e le protesi con gel di silicone. Le aziende leader nel settore 
sono la Allergan e la Mentor che hanno ricevuto l’autorizzazione alla commercializzazione 
della quinta generazione di protesi dalla FDA nel 2013 [24;25].  
Per ogni tipologia di protesi esistono svariate forme e misure tra le quali scegliere. Le 
differenze più visibili sono quelle nella forma che può essere anatomica ovvero adattarsi 
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meglio all’alloggiamento della tasca con una porzione più allungata e schiacciata ad 
un’estremità e nelle quali si può riconoscere un lato anteriore, uno posteriore, uno superiore 
ed uno inferiore (Fig 4 sinistra) oppure rotonde nelle quali è possibile distinguere solo un 




                     
Fig 4 Schema della forma delle protesi mammarie 
 
Sulla base invece della superficie protesica suddividiamo le protesi in: aventi superficie 
liscia oppure protesi testurizzate. Attualmente in commercio tutte le protesi anatomiche 
hanno una superficie testurizzata per evitare fenomeni di mal rotazione mentre per le 
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Fig 5 Sul lato sinistro è rappresentata la protesi con superficie liscia e su quello destro quella con superfice 
testurizzata entrambe su protesi rotonda. 
 
La superficie testurizzata parrebbe minimizzare i fenomeni di contrattura della capsula 
cicatriziale periprotesica, che è annoverato come uno dei principali eventi avversi in 
seguito all’operazione nella quale può incorrere la paziente. Per questa ragione gli sforzi 
delle aziende sono rivolti alla creazione di testurizzazioni sempre più performanti a tale 
fine. Inizialmente le protesi presentavano un rivestimento in poliuretano e numerosi studi 
avevano dimostrato bassi livelli di contrattura capsulare [27], sono tuttora in commercio 
ed acquistabili anche in suolo italiano; la ricerca ha dimostrato però la possibilità, con la 
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La creazione delle superfici testurizzate è complessa, ogni azienda ha sviluppato una 
tecnica esclusiva, la Allergan utilizza ad esempio una tecnica chiamata loss-salt per la 
creazione della texture chiamata BIOCELL® (Fig 6A), essa consiste nella compressione 
dell’impianto al di sopra di uno strato di cristalli di sale. La Mentor invece crea la sua 
texture SILTEX® (Fig 6B) tramite una stampante che sfrutta un negativo in poliuretano 
sul quale comprimere la protesi in silicone. Quest’ultima tecnica è considerata la più 
aggressiva rispetto a quella usata dalla diretta concorrente [28].  
 
                  
Fig 6 A allergan BIOCELL®[29], B Mentor SILTEX®. 
 
È stato visto che la dimensione dei pori è in grado di influenzare l’adesione e la 





Giulia Ganau, Studio della virulenza di Staphylococcus spp isolati da protesi mammarie, Tesi di 
dottorato in microbiologia, Università degli studi di Sassari 
possibile colonizzazione batterica. Nello specifico i pori della texture BIOCELL® hanno 
un diametro di 600-800 µm e hanno una profondità di 150-200 µ con una distribuzione 
irregolare sulla superficie dando vita ad una macro-texturizzazione, quelli della SILTEX® 
invece sono 5 volte più piccoli con diametro di 70-150 µm e una profondità di 40-100 µm 
disposti in modo più omogeneo sulla superficie, questa prende il nome di micro-
texturizzazione. Le protesi con texturizzazione SILTEX® hanno dimostrato di possedere 
un coefficiente di frizzione più basso delle concorrenti e questo potrebbe essere alla base 
dei minori riscontri di contratture capsulari nelle pazienti aventi questi impianti, ma come 
la testurizzazione influenzi l’adesione batterica ancora si sa poco o nulla, infatti nessun 
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2. Scopo della tesi 
Lo scopo di questo studio è quello si approfondire le conoscenze sulla microbiologia delle 
infezioni da protesi mammarie che fino ad ora rimangono molto superficiali. Per la prima 
volta in collaborazione con il reparto di Chirurgia Plastica dell’Azienda Ospedaliera 
Universitaria di Sassari è stato possibile isolare ed identifacare con successo ceppi di 
Staphilococcus spp da tali superfici. 
Utilizzando tecniche di biologia molecolare è stato possibile studiare la patogenicità di tali 
ceppi da un punto di vista genetico identificando specifici geni di virulenza. Inoltre è stata 
studiata la loro capacità adesiva sia su cellule epitelioidi che su tutti i tipi di superfici 
protesiche in commercio, confrontandoli con dei campioni di controllo ATCC.  
Sono state ampiamente  studiate le capacità dei batteri di produrre biofilm utilizzando 
diverse tecniche e confrontandoli sia con campioni di controllo ATCC sia con campioni 
clinici di controllo forniti dall’University of East Anglia (UEA). 
L’idea alla base di questo studio è quella di riuscire ad elaborare una metodica che possa 




Giulia Ganau, Studio della virulenza di Staphylococcus spp isolati da protesi mammarie, Tesi di 
dottorato in microbiologia, Università degli studi di Sassari 
in seguito all’operazione dare luogo ad un’infezione e così agire con una terapia 
preventiva.  
A tale fine tamponi cutanei sono stati collezionati da donne volontarie sane e confrontati 
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3. Materiali e Metodi 
3.1 Isolamento ed identificazione  
I dispositivi medici sono pervenuti da pazienti che hanno subito le rimozioni dell'innesto 
al seno per la sostituzione sistematica od in seguito a complicazioni presso l'unità di 
Chirurgia Plastica dell’Azienda Ospedaliera Universitaria tra gennaio 2013 e dicembre 
2014 e sono stati processati dall'Unità di Microbiologia circa 80 di essi. 
Il protocollo è stato approvato dal comitato etico dell'Azienda Sanitaria Locale di Sassari, 
no. 2174/CE. Tutti i pazienti hanno fornito il consenso informato scritto per trattare i 
campioni postoperatori.  
Le protesi mammarie e le capsule periprotesiche, ove presenti, sono state trattate con N-
acetilcisteina (Microbiol, Cagliari, Italia), un agente mucolitico conosciuto anche come 
Sputolisina, la cui azione è stata coadiuvata da un raschiamento meccanico della superficie 
protesica con un bisturi sterile per facilitare l'isolamento patogeno. Ceppi stafilococcici 
sono stati coltivati in mannitolo-salt agar (MSA) per due giorni a 37° C, è stato scelto tale 
terreno in quanto discriminante per l’elevata presenza di NaCl (7.5%) alla quale gli 
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inibente. Il terreno risulta inoltre essere differenziale per la presenza di uno zucchero il 
Mannitolo, che viene metabolizzato solo da alcune specie, in particolare dagli S. aureus. 
La presenza del rosso-fenolo invece è un indicatore di pH, permette di differenziare gli S. 
aureus poiché la produzione di acidi conseguente alla fermentazione del mannitolo 
provoca la variazione del pH e quindi il viraggio dell’indicatore dal rosso al giallo. Le 
colonie di S. aureus si presentano su tale terreno circondate da un alone giallo e pigmentate, 
mentre le colonie di S. epidermidis ad esempio, appaiono bianche e non determinano il 
viraggio dell’indicatore nel terreno. Tutti i ceppi sono stati sottoposti alla prova della 
coagulasi; i campioni risultati positivi sono stati classificati come S. aureus, mentre gli altri 
campioni sono stati testati con sistemi di identificazione (ID 30 Staphylococcus, 
BioMerieux, Firenze, Italia) con l’uso del Vitek 2 (BioMerieux, Firenze, Italia) per la 
lettura delle ID cards [30].  
Sulla base di questo test biochimico, i campioni positivi sono stati identificati come S. 
epidermidis, S. warneri, S. capitis, S. hominis. Nell’elenco sottostante sono riportati i 
campioni sottoposti alle indagini preliminari dello studio (16) più due controlli acquistati 
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Tab.1: Elenco campioni utilizzati nello studio  
 
 
Subspecie Campioni Descrizione Provenienza 
S. aureus 58  Questo studio 
S. aureus 63  Questo studio 
S. aureus 65  Questo studio 
S. aureus 68  Questo studio 
S. aureus 70  Questo studio 
S. aureus 80  Questo studio 
S. aureus 81  Questo studio 
S. epidermidis 57  Questo studio 
S. epidermidis 59  Questo studio 
S. epidermidis 61  Questo studio 
S. epidermidis 67  Questo studio 
S. epidermidis 26  Questo studio 
S. epidermidis 29  Questo studio 
S. epidermidis 31  Questo studio 
S. epidermidis 45  Questo studio 





Controllo, produttore di biofilm 
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3.2 Estrazione del DNA e Polimerase Chain Reaction (PCR) 
Tutti i ceppi sono stati coltivati durante la notte in Luria broth ed in seguito processati per 
l'estrazione del DNA con un protocollo classico usando fenolo:cloroformio:isoamilalcol 
(25:24:1). Tutti i pellet dei campioni sono stati risospesi in 1 ml di PBS 1X e poi vortexati 
con beads di vetro. Infine, i pellet sono stati sottoposti ad acid-washing (Sigma, Saint 
Louis, MO, USA) per 1 ora. Il DNA estratto è stato usato per l'amplificazione dei geni di 
virulenza riportati nella tabella 2 (Tab.2), [17].  
Il protocollo di PCR è stato allestito come segue: preheating per 3 minuti a 94°C seguito 
da 35 cicli di 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°C e 2 minuti a 72°C, con final extension a 
72°C per 5 minuti. I prodotti amplificati sono stati analizzati con una corsa elettroforetica 
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Gene Product size (bp) Sequenze primers 
icaA Fw 832 AAGATGTTGGCTGTGATTAC 
icaA Rw  CAACAAGTTGAAGGCATATC 
bhp Fw 935 TGGTATTAGGAAGCTCTCAG 
bhp Rw  ATACCAGCGTGACGCAAATC 
kdp Fw 813 TGGTAGCCATTCTAGGATG 
kdp Rw  GGGATTAGGGCTCTATTTAG 
IS256 Fw 762 AGTCCTTTTACGGTACAATG 
IS256 Rw  TGTGCGCATCAGAAATAACG 
IS257 Fw 576 CTATCTAAGATATGCATTGAG 
IS257 Rw  TTAACTTGCTAGCATGATGC 
agrD Fw 307 CATTCCTGTGCGACTTATTA 
agrD Rw  CGTGTAATTGTGTAAATTCT 
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3.3 Biofilm 
L'analisi della formazione del biofilm è stata effettuata come descritto da Helimann et al 
[31]. Una singola colonia di ogni campione è stata trasferita in 4 ml di TSB supplementato 
con glucosio (0,25% p/v) (TSB-gluc) (Meus s.r.l., Padova, Italia) ed incubato a 37° C o/n 
in un agitatore orbitale (180 rpm).  
Le analisi primarie sono state effettuate come segue: S. aureus e S. epidermidis sono stati 
coltivati durante la notte in TSB-GLUC e diluiti 1:100 in TSB-GLUC. I batteri sono stati 
incubati fino alla fase esponenziale del Mid-log (OD650 = 0,8). La coltura è stata diluita a 
OD650 = 0,1, e 200 ml sono stati utilizzati per inoculare una piastra da 96-pozzetti sterile 
(Cellstar, Greiner Bio-One, Kremsmünster, Austria). Le piastre sono state incubate per 1 
ora o per 24 ore, i pozzetti sono stati delicatamente risciacquati con PBS a temperatura 
ambiente per cinque volte, asciugati in una posizione invertita e colorati con 0,1% di 
soluzione di cristallo violetto (Merck, Darmstadt, Germania) per 15 minuti. I pozzetti sono 
stati risciacquati ancora ed il cristal violetto solubilizzato in 200 ml di etanolo-acetone 
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di micropiastre (VersaMax, Sunnyvale, USA). Ogni dosaggio è stato eseguito in triplicato 
e l’intero esperimento è stato ripetuto tre volte.  
Per analizzare la formazione di biofilm otticamente, sono state utilizzate delle provette in 
vetro da 20 ml (Corning, Tewksbury, USA) con 4 ml di TSB-GLUC, inoculate con 
un’ansata di batteri e fatte incubare o/n a 37°C. Lo sviluppo del biofilm risultava ben 
visibile sulle pareti delle provette in vetro ed è stato registrato con una Nikon Reflex D5100 
fotocamera.  
È stato inoltre effettuato un test denominato rig-wall. Due millilitri di TSB sono stati 
inoculati con un’ansata di microorganismi cresciuti in piastra o/n in provette di vetro e fatte 
incubare 48 ore a 37° C. Successivamente, i contenuti sono stati decantati e lavati con PBS 
(pH 7,3) ed essiccati a temperatura ambiente capovolti. Successivamente, i tubi sono stati 
rapidamente lavati con una soluzione di cristallo violetto al 4%. Ogni tubo è stato poi 
delicatamente ruotato per garantire una colorazione uniforme, e successivamente i 
contenuti sono stati delicatamente decantati. I tubi sono stati messi a testa in giù per drenare 
il colorante in eccesso e poi osservati per la formazione di biofilm, che è stato considerato 
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pareti dei tubi di vetro. La formazione di questi anelli nell’interfaccia del liquido è stata 
analizzata visivamente come segue: 0 anello-non produttore di biofilm, 1 anello-debole 
produttore di biofilm, 2 anelli-moderato produttore di biofilm e 3 anelli-forte produttore di 
biofilm [32].  
Ciascun test è stato ripetuto in doppio per ogni campione e tutti gli esperimenti sono stati 
ripetuti in doppio o in triplo. 
 
3.4 Adesione in vitro su cellule Caco2 
Poiché l’adesione è il primo step dell’infezione è stato progettato un esperimento di 
valutazione della capacità dei campioni isolati da protesi di aderire a cellule epitelioidi. La 
linea di cellula utilizzata è di carcinoma colon rettale, Caco-2 (HTB-37) ed è stata ottenuta 
dall’ American Type Culture Collection. Le Caco-2 sono state sviluppate per confluenza 
in piastre da 24 pozzetti per 6 giorni. Prima dell’esperimento, le cellule epitelioidi sono 
state lavate con PBS freddo. Tenendo le cellule e tutti i componenti rigorosamente in 
ghiaccio (per evitare l’invasione delle cellule da parte dei batteri) sono state infettate con i 
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a 4°C. I batteri non aderenti sono stati rimossi da 5 lavaggi con PBS 1X, mentre i batteri 
aderenti sono stati risospesi in PBS contenente 1% (vol/vol) di Triton X-100. Sono state 
allestite diluizioni seriali di 10 volte dei lavati di ogni pozzetto e poi piastrate su piastre di 
LB per determinare il numero di colonie aderenti alle cellule, che sono state contate 
manualmente in seguito ad una crescita a 37° C o/n.  
In seguito per visualizzare otticamente questo fenomeno di adesione batterica alle cellule 
scelte, le Caco-2 sono state fatte crescere a confluenza in una piastra a 8 pozzetti (BD 
FalconTM) per 5 giorni. Le cellule Caco-2 sono state fissate con formalina al 2% per 30 
min. Dopo vari lavaggi con PBS 1X, i batteri sono stati aggiunti alle cellule (105 
CFU/pozzetto) e incubate per 3 ore a 37° C. I pozzetti sono stati lavati cinque volte con 
PBS e fissati con metanolo per 30 secondi, a questo passaggio ha seguito una colorazione 
per 30 minuti con Giemsa, per poi procedere con l’esame al microscopio ottico [33].  
 
3.5 Adesione in vitro su protesi mammarie 
La capacità di adesione alle superfici protesiche dei batteri isolati è stata confrontata con 
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o/n a 37°C in TSB i batteri sono stati diluiti ad una concentrazione di 5x107. Sul fondo del 
pozzetto di una piastra sterile da 6 pozzetti è stato posizionato un dischetto di ognuna delle 
diverse protesi a disposizione per i test: Allergan BIOCELL®;  Mentor SILTEX®, Mentor 
Smooth e Silimed texturizzata (texturizzazione ottenuta con sovrapposizione di strati di 
polidimetilsiloxano, con creazione di alveolature a cella aperta). I dischetti sono stati 
tagliati direttamente dalla superficie di una protesi sterile all’interno di una cappa a flusso 
laminare, con un Biopsy Punch da 8 mm sterile (Kai Medical, Japan). Ogni pozzetto è stato 
inoculato con i batteri e lasciato 24 ore a 37° C in un incubatore statico. Ogni dischetto è 
stato prelevato dalla piastra di incubazione e sottoposto a tre lavaggi con PBS 1X; trasferito 
in una piastra pulita ed immergerso in Tripton 1X per permettere il distacco dei batteri 
adesi ad esso. Sono state piastrate diluizioni scalari (di 10 volte) su piastre di LB e fatte 
crescere per 24 ore a 37° C per poi procedere alla conta delle colonie manualmente. Ogni 
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3.6 Biofilm su protesi 
La capacità di produrre biofilm dei campioni isolati, è stata testata sulla superficie delle 
protesi a disposizione dello studio: Allergan BIOCELL®;  Mentor SILTEX®, Mentor 
Smooth e Silimed texturizzata (texturizzazione fatta con sovrapposizione di strati di 
polidimetilsiloxano, con creazione di alveolature a cellula  aperta). Sotto una cappa a flusso 
laminare sono stati ricavati con un bisturi sterile dei quadrati di circa 1.50 cm per lato, sono 
stati posizionati ognuno sul fondo di un pozzetto di una piastra sterile da 6 pozzetti. La 
concentrazione delle colture batteriche crescite o/n a 37°C è stata quantificata a seguito 
della lettura dell’OD a 600 nm. I batteri sono stati lavati in PBS 1X e risospesi in TSB ed 
aggiunti ad ogni pozzetto con una concentrazione di 5x107 cellule per pozzetto. Le piastre 
sono state incubate per 3 ore staticamente poi lavate e addizionate con nuovo terreno TSB 
e sono state lasciate a 37° C per 24 ore. Trascorse queste sono stati cambiati i terreni di 
crescita nelle piastre e sono state lasciate a 37° C per altre 24 ore. I quadrati di protesi sono 
stati lavati gentilmente con PBS 1X dall’eccesso di terreno   e poste in gluteraldeide 2.5% 
per fissarle sino alla processazione per l’acquisizione delle immagini al microscopio 
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3.7 SEM 
Alcune porzioni delle protesi, sia quelle utilizzate nell’esperimento per valutare la 
formazione di biofilm (paragrafo 3.6) sia parti di alcune di quelle appena escisse dalle 
pazienti ed appena arrivate nel laboratorio di diagnostica (quindi senza aver subito alcun 
tipo di trattamento), sono state fissate in glutaraldeide per 24-48 ore. Successivamente sono 
stati sottoposti a svariati lavaggi in PBS 1X per rimuovere il fissativo in eccesso. A questo 
punto le protesi sono state disidratate da passaggi in soluzioni di acetone con 
concentrazioni crescenti (25%, 50%, 75%, 95% e totale) e poi essiccate con 
hexamethyldisilazane (HMDS) per rimuovere il fluido dai campioni. Infine, i campioni 
sono stati sottoposti ad una procedura preliminare di rivestimento superficiale con elementi 
metallici e sono stati analizzati con il microscopio elettronico a scansione (SEM) (FEI 
Quanta 200 SEM Zeiss Evo). 
 
3.8 Raccolta campioni cutanei 
Presso l’University of East Anglia (UEA) a Norwich (Inghilterra) sono state reclutate delle 
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cutaneo dell’area attorno all’areola mammaria. Tale zona è stata identificata come la più 




Fig 7 Area selezionata per i tamponi mammari 
 
Ogni volontaria è stata chiamata a scegliere un codice di tre lettere e un numero per 
identificare il campione cutaneo prelevato garantendo così la più totale privacy (ad 
esempio IGM6). Questi tamponi sono stati immediatamente piastrati su piastre CLED e le 
colonie che apparivano differenti tra loro, testate al MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization, BioMérieux SA). In questo modo si è costituita una collezione di 
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3.9 Vitek vs MALDI-TOF 
Una volta terminate le indagini preliminari, precedentemente descritte, su un ristretto 
numero di campioni, sono stati inseriti nelle successive sperimentazioni un numero pari a 
53 isolati totali che comprendono: S. epidermidis, S. aureus, S. hominis, S. capitis, S. 
xylosus e S. warneri. Ciascuno dei campioni provenienti dallo studio in Sardegna è stato 
ri-identificato tramite l’uso del MALDI-TOF dell’Unuversity of East Anglia (UEA) a 
Norwich. Mettendo a confronto quindi l’identificazione fatta con il Vitek (BioMérieux SA) 
in Sardegna e il MALDI-TOF (bioMérieux SA) in Inghilterra e paragonando dunque i due 
metodi diagnostici. Il Vitek evidenzia la crescita batterica e le alterazioni metaboliche in 
micro-pozzetti di una card di plastica, utilizzando una tecnologia basata sulla fluorescenza. 
Durante questo processo, il software compara la serie di reazioni del test alla serie di 
reazioni previste per ciascun microrganismo, viene così calcolata la probabilità percentuale 
che si riferisce al grado di concordanza tra i due gruppi di reazioni [34]. Il MALDI-TOF è 
invece uno spettrometro di massa, permette l’identificazione rapida di microrganismi, 
basato sulla tecnologia MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization – Time 
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di misurare in maniera estremamente accurata il peso molecolare di macromolecole di 
interesse biologico e di determinare la loro identità in base al rapporto massa/carica (m/z). 
Si basa sull’analisi delle proteine ribosomiali contenute nel campione. Nello spettro di 
massa che riporta l’abbondanza degli ioni rilevati in funzione del rapporto massa/carica, 
ogni picco corrisponde ad una proteina ribosomiale e ciascuno spettro è tipico di un 
microrganismo. L’identificazione microbica viene raggiunta tramite l’ottenimento di 
spettri, analizzati con l’ausilio del database presente nello strumento. I picchi di questi 
spettri vengono confrontati con il profilo tipico di una specie, genere o famiglia di 
microrganismo, per dare una identificazione microbica [35]. 
 
3.10 Biofilm test in HHW 
La collezione costituita da 41 campioni isolati da protesi mammarie (dalla quale sono stati 
tralasciati la maggior parte dei campioni di S. aureus presenti, lasciandone solo alcuni ai 
fini di confermare i risultati ottenuti in Sardegna nella prima parte dello studio) e i 18 
campioni provenienti dalla flora cutanea delle volontarie sono stati testati per la capacità 
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capacità. Partendo dalla ricetta del terreno usato (HHW) da Hussain et al [36] sono state 
apportate alcune modifiche per avere la seguente concentrazione dei reagenti per una base 
con 670ml di H2O, 7.97g Na2HPO4 e 3g KH2PO4:  
INGREDIENTI G/L INGREDIENTI G/L 
L-aspartic acid 0.75 Gruppo 2:  
L- alanine 0.5 CaC1, - 2H20 0.5 
L- arginine 0.5 MnSO4, 0.5 
L-cystine 0.25 (NH4)2Fe(S04)2.6H20 0.6 
G1ycine 0.5 Gruppo 3:  
L-glutamic acid 0.75 Biotin  25 mg 
L-histidine 0.5 Nicotinic acid  0.5 
L-isoleucine 0.75 D-Pantothenic acid, 
Ca salt  
0.5 
L-lysine 0.5 Pyridoxal  1 
L-leucine 0.75 Pyridoxamine 
dihydrochloride  
1 
L-methionine 0.5 Riboflavin  0.5 
L-phenylalanine 0.5 Thiamin hydrochoride 0.5 
L-proline 0.75 Gruppo 4:  
L-serine 0.5 Adenine sulphate 0.4 
L-threonine 0.75 Guanine 
hydrochloride 
0.4 
L-tryptophan 0.5 Gruppo 5:  
L-tyrosine 0.5 Glucose 200 
L-valine 0.75 MgS04 24.42 
 
I campioni sono stati fatti crescere o/n a 37° C in HHW per poi essere testati per la capacità 
di produrre biofilm seguendo il protocollo di Stepanovic et al [37] con qualche modifica. 
Le piastre sono state inoculate con tutti i campioni della collezione e come controllo 
positivo ovvero un elevato produttore di biofilm, è stato usato il campione 15TB0789, 
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forniti entrambi dalla collezione dell’UEA. I campioni di controllo sono di provenienza 
clinica del Norfolk and Norwich University Hospitals NHS Foundation Trust. Ogni 
campione è stato caricato in piastra in triplo e l’esperimento è stato ripetuto due volte. Una 
volta inoculate le piastre sono state lasciate ad incubare a 37° C o/n. Eliminato il contenuto 
delle piastre ogni pozzetto è stato lavato per 2 volte con PBS 1X. Il biofilm è stato fissato 
per 15 minuti in etanolo 100% e in seguito fatto asciugare a temperatura ambiente. I 
pozzetti sono stati addizionati con cristal violetto 2% per 5 minuti che è stato risolubilizzato 
in seguito con acido acetico al 33%. L’OD è stato misurato a 595 nm. 
Per l’analisi dei dati statistici è stato usato il seguente metodo: una volta eliminata la lettura 
del bianco e ottenuta la media delle letture per ogni campione esse sono state normalizzate 
su una scala da 1-10 e i campioni sono stati classificati a seconda della loro capacità di 
produrre biofiml come: Produttori molto forti di biofilm OD 595 nm >9; produttori forti di 
biofilm 6< OD 595nm <9; moderati produttori di biofilm 3< OD 595 nm <6 o scarsi 
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3.11 Analisi statistica 
Su tutti gli esperimenti è stato utilizzato un test parametrico (pairing Student's t test) per 
calcolare se le differenze dell'espressione di produzione del biofilm e di capacità adesiva 
fra i ceppi differenti erano statisticamente significativi. È stato considerato significativo un 
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4. Risultati 
4.1 Identificazione dei geni di virulenza  
È stata effettuata l'estrazione cromosomica del DNA per analizzare la presenza di geni dei 
virulenza riportati nella Tab. 3 e Tab. 4. È stata determinata la distribuzione di icaA nei 
campioni ed è stato trovato il gene, tramite PCR,  presente nel  63% dei ceppi di S. 
epidermidis e nel 35% dei ceppi di S. aureus. Inoltre, è stata indagata la frequenza della 
presenza di altri geni importanti.  Il gene bhp  è stato trovato nel 36% degli isolati di S. 
epidermidis; la presenza del gene kdp è rusultato  positivo nel 28% dei ceppi di S. 
epidermidis, mentre nessuno dei ceppi di S. aureus possiede questo gene. Il gene agrD 
inoltre è risultato maggiormente presente nei ceppi di S. aureus (86%) confrontati con 
quelli di S. epidermidis (46%).  
I campioni isolati da protesi mammarie sono stati poi testati alla presenza degli elementi 
trasponibili IS256 e IS257 ai quali sono risultati  positivi tutti gli isolati tranne il campione 
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Samples icaA bhp kdp IS256 IS257 agrD 
58 - + - + + - 
63 - - - + + + 
65 - - - + + + 
68 - - - + + - 
70 - - - + + + 
80 + - - + + + 
81 + - - + + + 
82 + + + + + - 
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Samples icaA bhp kdp IS256 IS257 agrD 
57 - + - + + - 
59 + - - + + + 
61 + - - + + + 
67 - + + + + - 
26 + + - + + - 
29 + + - - + - 
31 + - - + + - 
45 + - - + + - 
79 + - - + + + 
83 - + + + + - 
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4.2 Capacità di produrre Biofilm nei campioni clinici 
Sulla base della conoscienza generalmente accettata del fatto che il biofilm sia alla base di 
una efficace sopravvivenza, per i batteri in grado di provocare infezioni persistenti o 
croniche, si è proceduto a valutare la capacità degli isolati clinici  nel formare biofilm.  
A questo scopo sono state utilizzate diverse tecniche. In primo luogo, i batteri sono stati 
fatti crescere durante la notte per la quantificazione del biofilm. Gli isolati identificati come 
S. aureus hanno mostrato un fenotipo forte nella produzione di biofilm; in questo 
esperimento, il ceppo di controllo ATCC è stato valutato come un moderato produttore di 
biofilm. Come riportato nella tabella 8, dopo la prima ora di incubazione, i ceppi di S. 
aureus si sono dimostrati dei produttori deboli di biofilm rispetto al controllo (p = 0,003); 
invece a 24 ore di incubazione  tutti i campioni  si sono dimostrati forti produttori di biofilm 
(p = 0,001) confrontati al controllo che invece è rimasto sui livelli di un moderato 
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Fig 8 Risultati del test di valutazione della produzione di biofilm a 1hr e a 24 hrs sui campioni di S. aureus 
 
La stessa procedura è stata ripetuta usando gli isolati di S. epidermidis, essi hanno mostrato 
un'alta variabilità nella capacità di produrre biofilm. Infatti, tutti i ceppi isolati dalle protesi 
mammarie dopo un periodo di incubazione di 1 ora hanno mostrato la capacità di 
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stato classificato come un forte produttore. Infatti, sono state osservate differenze 
significative (p < 0,05) tra la maggior parte dei ceppi confrontati ad esso. 
Dopo l'incubazione per 24 ore, tutti i ceppi hanno mostrato essere forti produttori di 
biofilm, e inaspettatamente, alcuni dei ceppi hanno superato la produzione di biofilm 
rispetto al controllo ATCC preso come ceppo di riferimento in quanto altamente positivo 
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Fig 9 risultati del test di valutazione della produzione di biofilm a 1hr e a 24 hrs sui campioni di S. 
epidermidis. 
 
Per studiare la produzione di biofilm inoltre, gli isolati sono stati coltivati durante la notte 
in glass-vials a 37°C in agitazione continua; il risultato di questa coltura è riportato nella 
Fig 10. Nell’immagine può essere facilmente osservata la formazione di biofilm sulle 
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Fig 10 Visualizzazione della produzione di biofilm in glass vials. 
 
Per confermare i dati ottenuti, si è cercato di stimare la capacità di formare biofilm 
utilizzando una soluzione al 4% di cristal violetto in tubi di vetro nei quali sono stati 
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di biofilm in accordo con la lettura dei risultati illustrata nel test del “ring wall” illustrato 
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4.3 Adesione in vitro su cellule Caco2 
L'adesione è il primo vero passo verso l'infezione. Ai fini di studiare questa caratteristica 
nei ceppi isolati durante questo studio è stato effettuato un test di adesione usando la linea 
cellulare di carcinoma colorettale Caco-2. Dopo un'incubazione a freddo (per prevenire 
l’invasione delle cellule da parte dei batteri), i ceppi sono stati aggiunti alle cellule, ed è 
stato possibile contare solo i batteri che avevano la capacità di aderire alle superfici 
cellulari. Il 75% dei campioni di S. aureus hanno mostrato un'abilità elevata nell’adesione 
alle cellule Caco-2, più di quella mostrata dal campione positivo ATCC (p = 0,009), come 
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Fig 12 risultati dell’esperimento per testare le capacità di adesione a cellule Caco2 degli S. aureus 
 
Da sottolineare il fatto che lo stesso fenotipo è stato riscontrato nei campioni identificati 
come S. epidermidis. Il 54% di questi ceppi sono stati in grado di aderire alle superfici 
cellulari delle cellule Caco-2 (p = 0,005) (Fig 13).  
 
 
Fig 13 risultati dell’esperimento per testare le capacità di adesione a cellule Caco2 degli S. epidermidis 
 
Le capacità di adesione dei campioni sono state valutate visivamente fissando in formalina 
le cellule Caco-2 alle quali erano stati fatti aderire i campioni di S. aureus e S. epidermidis 
e paragonate ai controlli (numeri campione 82 e 83, Fig 14). I campioni hanno mostrato 
gradazioni differenti di adesione da bassa ad alta adesività. Questi dati vanno dunque ad 
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Fig 14 Risultati dell’esperimento per testare otticamente le capacità di adesione a cellule Caco2 degli S. 
aureus e degli S. epidermidis 
 
 
4.4 Adesione e produzione di biofilm su protesi mammarie 
Per comprendere la capacità di adesione dei batteri isolati è stato condotto uno studio di 
adesione su diversi tipi di protesi mammarie. 
 I tipi testati sono: un impianto dalla superficie liscia (Mentor), due diverse marche con 
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Usando il TSB come terreno di coltura è stato possibile notare come la colonizzazione 
della superficie macro-texturizzata nelle protesi di entrambi i marchi (Allergan e Silimed 
Fig 15 e 16)  era maggiore del 50% rispetto alla colonizzazione riscontrata sulla protesi 
micro-texturizzata (Mentor Fig 17). Gli stessi risultati sono stati mostrati da tutti i campioni 
testati. Inoltre, la capacità di adesione dei batteri risulta essere molto bassa per non dire 
scarsa sulle protesi aventi una superficie liscia (Fig 18). I valori sono stati confermati anche 
dai risultati ottenuti sui controlli anche se hanno dimostrato una minore variazione delle 
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Ai fini di analizzare l’eventuale formazione di biofilm sulle diverse superfici protesiche, 
tutte le protesi utilizzate in questo studio sono state visualizzate con l’uso del SEM. 
È facilmente visibile come sulle protesi con superficie liscia sia l’adesione che la 
conseguente produzione di biofilm da parte degli isolati sia scarsa soprattutto se 
confrontata con quella massiccia riscontrata sulla superficie di una protesi con macro-
texturizzazione (Fig 19). 
 
 
    
Fig 19 Visualizzazione dell’adesione batterica e della produzione di biofilm su protesi con superficie liscia 
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Risulta inoltre piuttosto interessante il confronto tra le acquisizioni di immagini tra le 
protesi con micro e quelle con macro-texturizzazione. Le immagini confermano in pieno i 
dati sperimentali ottenuti e descritti nei grafici precedenti. Si può distintamente notare in 
questa acquisizione del campione 79 come la sua capacità di aderire sia visibilmente 
inferiore sulla protesi con superficie micro-texturizzata rispetto a quella con superficie 
macro-texturizzata (Fig 20). 
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4.5 Analisi delle protesi con SEM 
Per avere un’ulteriore confermarma dei risultati ottenuti, le protesi appena espiantate ed 
arrivate in diagnostica sono state processate e analizzate mediante l’uso di un microscopio 
elettronico a scansione (SEM). I campioni sono stati fissati in glutaraldeide e dopo i 
processi di disidratazione e metallizzazione sono stati osservati (QUEsta frase la puoi 
togliere, il metodo lo hai già descritto prima. . Nessuna differenza significativa è stata 
osservata nelle protesi positive alla colonizzazione da Staphylococcus spp.  E’ stato inoltre 
riscontrato che tali protesi erano state ricoperte da una fitta formazione di biofilm che 
presentava una struttura uniforme nei differenti campioni (Fig 21C e 21D) al contrario di 
come invece si presentano le protesi negative mostrate nella Fig 21E. 
È stata acquisita inoltre un’immagine interessante di un battere in procinto di aderire alla 
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4.6 Isolamento di ceppi da campioni cutanei di volontarie e ri-identificazione 
della collezione degli isolati clinici 
I campioni cutanei sono stati prelevati da donne volontarie sane e sono stati identificati 7 
ceppi di S. epidermidis, 7 di S. hominis, 3 di S. haemoliticous e 1 di S. pastouri.  Al fine di 
confrontare due diverse metodologie diagnostiche sono stati identificati 41 campioni 
appartenenti alla collezione degli isolati da protesi cutanee tramite l’utilizzo sia del 
MALDI-Tof che del Vitek 2 e la collezione è risultata composta come illustrato nella Tab 
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CAMPIONI VITEK TEST MALDI-TOFF TEST 
S. Epidermidis 23 19 
S. Warneri 3 2 
S. Hominis 5 3 
S. Xylosus 1 1 
S. Capitis 4 6 
S. Aureus 5 10 
 
Tab 5 Analisi comparativa delle identificazioni batteriche utiizzando Vitek e MALDI-TOF . 
 
4.7 Biofilm test in HHW 
Avendo ampliato il numero dei campioni testati fino a 62 isolati (comprendenti: i campioni 
di partenza isolati dalle protesi mammarie (16), i campioni isolati dalla pelle delle 
volontarie sane a Norwich (18) e i campioni testati con i due metodi diagnostici isolati 
dalle protesi mammarie (41). Da questo totale (72) è stata però eliminata la maggior parte 
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ottiene così la collezione di 62 campioni) si è reso necessario comprendere le loro capacità 
di formare biofilm. Seguendo il protocollo di Hussein et al è stato allestito un test per 
valutare tale fenotipo utilizzando come terreno di crescita l’HHW. A seguito di questo i 
campioni sono risultati appartenere per il 56% alla classe dei molto forti produttori di 
biofilm (p:0.0061),  per il 35% a quella dei forti produttori di biofilm, il 6% a quella dei 




Fig 22 Risultati del test di valutazione della produzione di biofilm di alcuni dei campioni isolati dalle protesi 
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5. Discussione 
Lo studio come primo successo, ha permesso di ottenere  importanti informazioni sulle 
caratteristiche genetiche e patogeniche degli isolati dalle protesi mammarie, sulle quali le 
conoscenze  risultano ancora carenti. È importante sottolineare che la messa a punto di un 
protocollo con la combinazione dell’utilizzo del N-aceticisteina e l’azione meccanica di 
sfregamento con un bisturi sterile ha reso più efficace l’isolamento dei batteri stessi. Questo 
protocollo potrà essere applicato come metodo diagnostico rapido e veloce per sostenere 
una diagnosi precoce dell’infezione ed intervenire repentinamente. 
È stato precedentemente osservato che la maggior parte dei geni di virulenza,  come ica 
possono essere utilizzati per mostrare le correlazioni tra ceppi infettivi e non infettivi di 
Staphylococcus spp [38]. A tale fine sono stati indagati importanti geni  quali: icaA, bhp, 
kdp, agrD, IS256 e IS257 ed i campioni studiati hanno mostrato differenti combinazioni di 
positività ad essi. Questi risultati suggeriscono l'alta variabilità della presenza di questi 
geni di virulenza nel genoma degli isolati, così come l’importanza di studiare tali geni per 
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Essendo inoltre a conoscenza di quanto la capacità di produrre biofilm sia fondamentale 
per la sopravvivenza ed il successo infettivo di questi batteri [39] sono stati eseguiti 
numerosi esperimenti al fine di valutare e misurare le capacità degli isolati da protesi 
mammarie. Nel complesso i risultati dimostrano che gli isolati dello studio si comportano 
come forti produttori di biofilm dopo una lunga incubazione, dando loro la capacità di 
persistere per un lungo periodo di tempo in loco; quindi è stato dimostrato che i ceppi 
sottoposti ad un lungo periodo di incubazione hanno una migliore capacità di formare 
biofilm. Particolarmente interessante il fatto che  i dati  suggeriscono la presenza di un 
forte fattore di virulenza, che influenza la capacità di diversi ceppi di formare biofilm e 
aiuta questi ceppi a svilupparsi come agenti infettivi nosocomiali. Inoltre, questo fenotipo 
può svolgere un ruolo nel limitare l'efficacia della terapia antibiotica e può essere un 
ostacolo nel riconoscimento batterico da parte del sistema di risposta immunitaria innata 
durante la persistenza nell’ospite.  
Durante la fase di ampliamento dello studio presso l’UEA la collezione è arrivata a contare 
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protesi mammarie in Sardegna, si è reso necessario un test di tale capacità che ha permesso 
il loro confronto tramite l’utilizzo del protocollo di Hussain et al. I dati vanno a confermare 
quelli preventivamente ottenuti nel laboratorio di microbiologia di Sassari usando il 
metodo classico di determinazione, ed inoltre aggiungono informazioni sui campioni neo-
inseriti nello studio.  
Nel complesso si può dedurre paragonando tutti i campioni con quelli clinici di controllo 
forniti dall’UEA, che più della metà degli isolati rasenta i livelli di produzione del 
campione positivo valutato come un eccellente produttore di biofilm. I campioni cutanei 
per la maggior parte sono rientrati nella categorie dei molto forti produttori di biofilm o in 
quella dei forti produttori; solo alcuni come ad esempio l’isolato identificato come S. 
pateuri e pochi altri si sono posizionati nelle classi con più basse capacità di produrre 
biofilm.  
Questi dati vanno a dare forza alla teoria che i campioni cutanei normalmente presenti 
come commensali sulla cute possano in caso di sistema immunitario compromesso o di 
invasione dalla ferita chirurgica, rappresentare un rischio concreto per lo sviluppo di 
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L’attenzione a questo punto si è spostata sull’adesione batterica che come già sottolineato  
è il primo vero passo verso l'infezione. Tuttavia, se la ricerca non porterà alla creazione di 
nuove superfici che scoraggino e rendano difficile l’interazione con esse, le malattie 
specifiche causate da questi batteri non si potranno eradicare con  efficacia. L’ acquisizione 
di informazioni sempre più approfondite su questo specifico fenotipo è quindi basilare. Ai 
fini di studiare questa caratteristica nei ceppi isolati durante questo studio è stato effettuato 
un test di adesione usando la linea cellulare di carcinoma colorettale Caco-2. I dati ottenuti 
sono particolarmente interessanti in quanto la maggior parte dei campioni hanno mostrato 
capacità di aderire alla superficie cellulare maggiore rispetto ai campioni ATCC. Questo 
fenotipo potrebbe essere la chiave per poter discriminare tra i batteri effettivamente 
infettivi e i semplici commensali in un ipotetico screening diagnostico preventivo sulla 
paziente. L’acquisizione di immagini al SEM ha permesso di avere una chiara visione di 
come le colonie si orgaizzano sia sulle superfici protesiche che sulle cellule epitelioidi, 
aggiungendo ulteriori informazioni sul comportamento di tali isolati. 
Sappiamo bene che le cellule batteriche competono con le cellule dell'ospite ai fini di 
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sono stati: un impianto dalla superficie liscia (Mentor), due diverse marche con una 
superficie macro-texturizzata (Allergan e Silimed) e una con una superficie micro-
texturizzata (Mentor). 
I risultati ottenuti sono importanti da un punto di vista clinico in quanto fino ad ora le 
texturizzazioni superficiali sono state concepite solo ai fini di aumentare la compatibilità 
fisiologica e diminuire le possibilità di contratture capsulari, mentre  questi nuovi risultati 
evidenziati nella tesi,  suggeriscono un nuovo approccio per scongiurare l’adesione 
batterica che dovrà essere adottato in futuro nei reparti di chirurgia plastica. Tutti i dati 
ottenuti sono stati confermati da acquisizioni di immagini al SEM che hanno dato 
l’opportunità di vedere come i dispositivi medici sono rivestiti dal biofilm, e queste 
informazioni possono essere di grande aiuto nel comprendere la ragione del fallimento 
della classica terapia antibiotica. 
Essendo noto un certo scetticismo nella comunità dei laboratoristi nei confronti delle 
identificazioni assegnate dal Vitek 2 (con i quali sono stati primariamente identificati tutti 
i campioni della collezione), in particolar modo per quanto riguarda una difficoltà ogettiva 
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campioni della collezione, tralasciando la maggior parte degli S. aureus (ne sono stati 
testati solo 5 ai fini di controllo) sono stati ri-identificati con l’utilizzo del MALDI-TOF 
Ai fini di avere le idee definitivamente chiare sulla composizione della collezione tutti i 
campioni sono stati interamente sequenziamenti tramite l’uso del protocollo per la Next-
Generation Sequencing (Illumina). Dall’analisi dei dati si può asserire che l’identificazione 
ottenuta tramite l’uso del MALDI-TOF sia la più affidabile. 
 
I risultati ottenuti, nel loro complesso sottolineano l'importanza di studiare i diversi fattori 
di virulenza in tutti i ceppi in grado di causare malattie negli esseri umani, la capacità di 
questi di diventare da semplici organismi commensali a patogeni è legata alla loro capacità 
di esprimere fenotipi diversi rispetto ai campioni di controllo.  
Gli esperimenti hanno mostrato come questi isolati possano stabilire interazioni forti con 
le superfici cellulari e con quelle siliconiche degli impianti garantendosi un legame saldo 
per poter poi instaurare il processo di produzione di biofilm che permette loro di essere 
protetti dall’azione degli antibiotici e delle cellule del sistema immunitario. L’eradicazione 
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che nel caso dei campioni studiati risulta essere altamente espressa, rendendo 
imprescindibile il ricorso ad una operazione chirurgica di asportazione della protesi infetta.  
Lo studio di tali batteri dovrà dunque portare all’acquisizione di maggiore coscienza nella 
scelta dei materiali protesici usati e della possibilità di tenere sotto controllo la paziente 
anche per periodi prolungati in seguito all’intervento.  
La ricerca apre anche la possibilità di partire da una solida base per andare a saggiare la 
flora cutanea della paziente come atto preventivo prima dell’operazione ricostruttiva o 
estetica, alla ricerca di batteri con caratteristiche fenotipiche e genetiche simili a quelle che 
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